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© Mikrotiterplatte 

(57) Bel der Mikrotiterplatte (1) mit einer Oberseite (3), einer 
gegenuberiiegenden ebenen Unterseite (4) und mehreren 
in die Oberseite (3) eingelassenen Vertiefungen (2), die 
von Wandungen (9} und jeweils einem Boden (10) be- 
grenzt werden, ist vorgesehen, die Wandungen (9) der 
Vertiefungen (2) mindestens abschnittsweise unter einem 
Winkel ungleich 90° zur Ebene der Unterseite (4) verlau- 
fen zu lassen, um eine Verbesserung des Signal-Rausch- 
Verhaltnisses erreichen zu konnen. 
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Beschreibung 

[0001] Die Erfindung bezieht sich auf eine Mikrotiter- 
platte mit einer Oberseite, einer gegenuberliegenden ebenen 
Unterseite und mehreren in die Oberseite eingelassenen Ver- 
tiefungen, die von Wandungen und jeweils einem Boden be- 
grenzt werden. 

f0002] Solche Mikrotiterplatlen werden in der chemiscli/ 
biologischen Analysetechnik haufig verwendet. Dabei wer- 
den in die Vertiefungen der Mikrotiterplatte Substanzen ein- 
gebracht, von denen physikalische Eigenschaften, meist 
zeitaufgelost erfaBt werden. Eine besonders haufige Ver- 
wendung von Mikrotiterpiatten sieht vor, am Boden der Ver- 
tiefungen praparierte Zellkulturen auszubringen, die dann 
am Boden anhaften. Diese Zellkulturen konnen dann z. B. 
mit Fluoreszenzmessungen analysiert werden. 
[0003] Fluoreszenzmessungen werden fur eine Vielzahl 
von Analysen verwendet. Dabei wird eine Probe bei einer 
ersten Wellenlange bestrahlt und zur Emission von Strah- 
lung bei einer zweiten Wellenlange angeregt. Das emittierte 
Spektrum kann hinsichtlich Welleniangenverteilung und In- 
tensitat Aussagen uber die Zusammensetzung, Konzentra- 
tion o. a. der untersuchten Substanz bieten. 
[0004] Die an den Vertiefungsboden haftenden Zellen 
werden zur Fluoreszenzanalyse mit einer Fluorophore ent- 25 
haltenden Losung in Kontakt. gebracht, indem diese in die 
Vertiefungen gefullr wird. Die Rate, rnit der die Zellen die 
Fluorophore aufnehmen konnen, erlaubt Aussagen uber ver- 
schiedene physiologische Eigenschaften der Zellen, bei- 
spielsweise die K + -Kanalakti vital. Somit ist die Intensitat 30 
der emittierten Fluoreszenzstrahlung ein Ma8 fur Eigen- 
schaften der untersuchten Zelle. Solche Ruoreszenzanaly- 
sen sind in der pharmazeutischen Industrie von erheblicher 
Bedeutung und werden haufig auch fur Reihenuntersuchun- 
gen groBer Probenzahlen eingesetzt. 35 
[0005] Die Mikrotiterplatte wird zur Messung also mit. 
Strahlung beaufschlagt und das dadurch angeregte Fluores- 
zenzlicht fur jede Vertiefung zeitaufgelost erfaBt. Die Fluo- 
reszenztatigkeit in einer Vertiefung ist dann ein MaB fur das 
Eindringen der Ruorophore in die Zelle und somit charakte- 40 
risierend fiir diese. 

[0006] Ein Problem bei diesem Verfahren besteht alier- 
dings darin, daB stets auch Fluorophore in der Losung ver- 
bleiben, die uber der am Boden der Vertiefung liegenden 
Zellschicht stent. Die Anregung bzw. Auslesung der Fluo- 45 
rcszcnzstrahlung crfolgt dcshalb regelmaBig von der Unter- 
seite der Mikrotiterplatte her, urn den Beitrag der in der 
uberstehenden Losung befindlichen Fluorophore zur emit- 
tierten Fluoreszenzstrahlung moglichst gering zu halten. Die 
Unterseite der Mikrotiterplatte ist deshalb zumindest im Be- 50 
reich der Bdden der Vertiefungen regelmaBig transmittie- 
rend fur die Anregungsstrahlung sowie fur die Fluoreszenz- 
strahlung ausgebildet. 

[0007] Da jedoch die an den Vertiefungsboden anhaf ten- 
den Zellschichten die Anregungsstrahlung immer zu einem 
gewissen Anteil transmittieren, laBt sich auch bei Anregung 
bzw. Detektion von der Unterseite einer Mikrotiterplatte her 
ein gewisser MeBhintergrund, der durch Fluoreszenzstrah- 
lung verursacht wird, die von in der uberstehenden Losung 
befindlichen Ruorophore herruhrt, nicht verrneiden. 
[0008] Der Storhintergrund kann schlieBlich noch dadurch 
reduziert werden, daB durch Spul- und Waschvorgange aus 
der uberstehenden Losung Fluorophore abgezogen werden. 
Dies erfordert jedoch eine oftmals recht umfangreiche und 
im iibrigen auch fehlertrachtige Prozessierung der Mikroti- 
terplatte nach dem Befullen der Vertiefungen. Insbesondere 
bei stark zeitabhangigen Reaktionen der Zellen mit der ein- 
gefiillten Losung ist dies unerwunscht, ebenso, wenn eine 
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Vielzahl von Proben mir geringem Personalaufwand bewal- 
tigt werden soil. 

[0009] Die US 5.355.215 beschreibt. als AbhilfemaB- 
nahme, die Fluoreszenzstrahlung von den Boden der Vertie- 
5 fungen mittels einer abbildenden Optik aufzunehmen, die 
eine geringe Tiefenscharfe aufweist, so daB Strahlung aus 
der uberstehenden Losung weniger zum MeBsignal beitriigt. 
Diesen Vorteil erkaufl man sich allerdings durch eine starke 
VergroBerung der MeBdauer, da es dann meist nicht mehr 
10 moglich ist, mehrere oder gar alle Vertiefungen einer Mikro- 
titerplatte in einem Schritt zu vermessen. 
[0010] US 5.355.215 schlagt deshalb vor, die Unterseite 
der Mikrotiterplatte schrag zu beleuchten, um zu erreichen, 
daB die uberstehende Losung nur teilweise von Anregungs- 
15 strahlung durchdrungen und somit auch nur teilweise zur 
Abgabe von Fluoreszenzstrahlung angeregt wird. Alternativ 
erwahnt die US 5.355.215, daB die Fluoreszenzstrahlung 
schrag zur Unterseite der Mikrotiterplatte detektiert werden 
kann, da dies den gleichen Effekt. habe, daB nur ein Teil der 
uberstehenden Losung zu einem storenden MeBhintergrund 
beitragen konne. 

[0011] Das Konzept der US 5.355.215 erfordert jedoch 
ein spezielles Auslesegerat, bei dem Bestrahlung der Mikro- 
titerplatte und/oder Aufnahme von Ruoreszenzstrahlung 
von der Mikrotiterplatte schrag zur Unterseite der Mikroti- 
terplatte erfolgen muB. Wegen des damit verbundenen Auf- 
wandes sind diese Gerate teurer als herkommliche, weit ver- 
breitete Auslesegerate mit senkrecht zur Unterseite der Mi- 
krotiterplatte erfolgender Anregung und Detektion. 
[0012] Der Erfindung liegt die Aufgabe zugrunde, eine 
Mikrotiterplatte zu schaffen, die mit einfachen konstrukti- 
ven Mitteln Ruoreszenzmessungen mit geringem S torsi - 
gnalhintergrund ermoglicht. 

[0013] Diese Aufgabe wird bei der eingangs geschilderten 
Mikrotiterplatte dadurch gelost, daB von der Oberseite in 
Richtung auf den Boden gesehen jede Vertiefung minde- 
stens abschnittsweise eine oder mehrere Hinterschneidun- 
gen aufweist. 

[0014] Die erfindungsgemaBe Mikrotiterplatte erreicht 
durch verbluffend einfache MaBnahmen, daB auch bei her- 
kommlicher Beleuchtung und Detektion der Mikrotiter- 
platte senkrecht zur Unterseite nur ein Teil der uberstehen- 
den Losung von Anregungsstrahlung durchsetzt wird bzw. 
Ruoreszenzstrahlung zur Detektoreinheit hin abgibt. Der 
Storhintergrund ist somit auch bei Verwendung konventio- 
ncllcr Auslesegerate stark vcrmindert. 

[0015] Die Hinterschneidung bewirkt, daB die Anregungs- 
strahlung nicht ausschlieBlich Vertiefungsvolumen durch- 
dringt, sondern auch Piattenmaterial in dem naturgemaB 
keine Ruoreszenz stattfindet. Der Storhintergrund ist damit 
um den Anteil, den das Piattenmaterial am durchstrahlten 
Volumen uber dem Boden hat, reduziert. 
[0016] Die genaue Ausbildung der Wandung(en), die den 
Innenraum der Vertiefungen begrenzt(en), kann bei der er- 
findungsgemaBen Mikrotiterplatte auf vielfaltige Art und 
Weise erfolgen, solange sichergestellt ist, daB bei ublicher- 
weise senkrecht auf die Unterseite einfallender Anregungs- 
strahlung der Innenraum der Vertiefungen nur teilweise so 
von der Anregungsstrahlung durchdrungen wird, daB der 
60 Boden vollstandig bestrahlt ist und sich oberhalb des Bo- 
dens nicht ausschlieBlich Vertiefungsvolumen befindet, son- 
dern auch Mikrotiterplattenmaterial. 

[0017] Die Unterseite sollte dabei die Festlegung einer 
Bezugsrichtung ermoglichen. Diese wird regelmaBig mit 
65 der Beleuchtungsrichtung herkornmlicher Auswertegerate 
zusammenfallen. Es kommt dabei nicht auf absolute Plana- 
ritat der Unterseite an, sondern auf die Moglichkeit, eine Be- 
zugsebene testzuiegen, Diese kann beispielsweise durch 
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eine Auflageebene gegeben sein, auf die die Mikrotiterplatte 
ini Auswertegerat aufgelegt wird. 

[0018] Dies schlieBt nicht aus, daB die Unterseite ihrer- 
seits strukturiert isL. So konnen beispielsweise in die Unter- 
seite Vertiefungen eingearbeitet sein, die dazu dienen, die 5 
Mikrotiterplatte in eincm Lesegerat geeignet auszurichlen. 
Auch ist es mogiich, an der Unterseite Prisnienstrukturen 
anzuordnen, die dafur sorgen, daB auch Anregungsstrah- 
lung, die nicht im Bereich eines Bodens auf die Unterseite 
trifft, in eine Vertiefung eingekoppelt. werden. Dadurch wird 10 
ein hoherer Grad der Anregung und damit eine groBere 
Empfmdlichkeit der Messung erreicht. 
[0019] Zweckmafiigerweise wird man, der einfachen Fer- 
tigung wegen, beispielsweise den Innenraum der Vertiefun- 
gen zumindest abschnittsweise zyiindrisch ausgestallen, 15 
wobei die Zylindermittelachse nicht senkrecht zur Ebene 
der Unterseite verlauft. Der Begriff Zylinder bzw. zyiin- 
drisch wird dabei im mathematischen Sinne verstanden (vgl. 
Bronstein, Taschenbuch der Mathematik , \ Verlag Harm 
Deutsch). Es bieten sich besonders kreisformige Zylinder- 20 
querschnitte an, da diese durch einfache Bohrungen oder 
Abformvorgange gewonnen werden konnen. Es ist deshalb 
eine Mikrotiterplatte zu bevorzugen, die Vertiefungen auf- 
weist, deren Innenraum zumindesl abschnittsweise zyiin- 
drisch ist, insbesondere die Form eines Kreiszylinders hat. 25 
Bei einer pianparallelen MikrotiterpLatte kann man dem Ver- 
tiefungsinnenraum jeweils die Form eines beidseitig schrag 
abgeschnittenen kreiszylinders geben, wobei die eine 
Schnittflache dem Boden und die andere der an der Ober- 
seite liegenden Offnung der Vertiefung entspricht. 30 
[0020] Das erfindungsgemaBe Konzept kann aber auch 
mit Vertiefungen verwirklicht werden, die zylindrische Be- 
reiche aufweisen, welche eine senkrecht zur Ebene der Un- 
terseite verlaufende Zylindennittelachse aufweisen. Dazu 
werden die zylindrischen Bereiche ubereinanderliegend und 35 
mit zueinander versetzten Zylindermittelachsen angeordnet. 
Dadurch wird erreicht, daB die Wandung eine Hinterschnei- 
dung in Form einer Stufe bildet, die uber den Boden iiber- 
steht. Oberhalb der Stufe befindet sich keine anregbare L6- 
sung. Somit kann aus diesem Bereich keine storende Fiuo- 40 
reszenzstrahlung emittiert werden, und es ist das erfinderi- 
sche Konzept verwirklicht, daB Teilvolumina der Vertiefung 
nicht uber dem Boden liegen, oder daB uber dem Boden teil- 
weise Mikrotiterplattenmaterial liegt. 

[0021] Mit der erfindungsgemaBen Mikrotiterplatte ist er- 45 
rcicht, daB dicjcnigcn Volumcnbcrcichc cincr Vertiefung, 
die senkrecht. zur Unterseite gesehen nicht uber dem Vertie- 
fungsboden liegen, keine Fluoreszenzstrahlung als Storhin- 
tergrund abgeben. Vorzugsweise wird diese Wirkung noch 
verstarkt, wenn die Vertiefungen von der Unterseite der Mi- 50 
krotiterplatte nur in ihrem Bodenbereich Anregungs strah- 
lung empfangen konnen. Dies kann durch vielfaltige geeig- 
nete MaBnahmen gewahrleistet werden. Beispielsweise 
kann das Material der Mikrotiterplatte so gewahlt werden, 
daB es im allgemeinen Anregungs- und/oder Fluoreszenz- 55 
strahlung absorbiert, wobei naturlich im Bodenbereich der 
Vertiefungen, d. h. zwischen Boden und Unterseite gute 
Transmissionseigenschaften fur Anregungs- und Fluores- 
zenzstrahlung gegeben sein mussen. Optional kann auch bei 
einem Lesegerat eine entsprechende Biendenanordnung 60 
vorgesehen werden, die die Mikrotiterplatte so mit Strah- 
lung beaufschlagt bzw. so Fluoreszenzstrahlung detektiert, 
daB nur der Bodenbereich der Vertiefungen bestrahlt bzw. 
abgefiihlt wird. 

[0022] Besonders einfach zu realisieren ist eine Weiterbil- 65 
dung der Mikrotiterplatte, die durch eine an der Unterseite 
der Mikrotiterplatte aufgebrachte Maske selbst dafur sorgt, 
daB nur der Bodenbereich der Vertiefungen fur Anregungs- 



strahlung bzw. Fluoreszenzstrahlung zuganglich ist. Es ist 
deshalb eine Ausgestaltung zu bevorzugen, die eine an der 
Unterseite angebrachte Maske aufweist, weiche im Bereich 
der Boden der Vertiefungen strahlungsmittierend ist. Alter- 
nativ kann das Mikrotiterplattenmaterial auch bis auf den 
Bereich zwischen Boden und Unterseite absorbierend fur 
Anregungsstrahlung und/oder Fluoreszenzstrahlung sein. 
[0023] In einer besonders einfachen Ausgestaltung stellt 
die Maske eine diinne auf die Unterseite aufgebrachte Me- 
tallisierungsschicht dar, die im Bereich der Boden geeignete 
Aussparungen aufweist. Der gleiche Effekt wird erreicht, 
wenn die Wandung der Mikrotiterplatte, nicht jedoch der 
Bodenbereich, nicht transparent fur Anregungs- und/oder 
Fluoreszenzstrahlung isL Dies kann beispielsweise durch 
eine geeignete Beschichtung der Wandung jeder Vertiefung 
erreicht werden. Auch ist es moglich, die Wandung aufzu- 
rauhen, da dann durch eine Streuung der Fluoreszenzstrah- 
lung nur noch ein stark verminderter Anteil bei der Detek- 
tion erfaBbar ist . 

[0024] Die Unterdriickung des Storhintergrundes ist um 
so groBer, je weniger Voiumen der Vertiefungen senkrecht. 
zur Ebene der Unterseite gesehen uber dem Vertiefungsbo- 
den liegt. Mit anderen Worten, die erfindungsgemaBe Mi- 
krotiterplatte erlaubt die Unterdriickung des Storhintergrun- 
des um so starker, je weniger Voiumen zur Aufnahme von 
Losung senkrecht. liber dem Boden zur Verfugung stent. Es 
ist deshalb zu bevorzugen, daB jede Vertiefung sich langs ei- 
ner Achse erstreckt, die unter einem Winkel zwischen 10° 
und 80° zur Ebene der Unterseite liegt. Dabei ergeben klei- 
nere Winkelwerte eine starkere Storhintergrundunterdruk- 
kung. 

[0025] Mikrotiterplatten werden oftmals unter Verwen- 
dung von Automaten befullt. Diese fordern meist eine be- 
stimmte Lage der Offnungen der Vertiefungen der Mikroti- 
terplatte auf der Oberseite. Bedingt durch einen schragen 
Wandungsabschnitt kann es nun auftreten, daB die Offnun- 
gen der Mikrotiterplatte nicht an den Stellen liegen wurden, 
an denen Befullautomaten eine Offnung erwarten. Fur sol- 
che Falle ist es auBerst. zweckmaBig, wenn die auf der Ober- 
seite befindlichen Offnungen uber den sich uber den Boden 
befinden, wobei als Bezugsrichtung die Senkrechte zur Un- 
terseitenebene anzusehen ist. Die Vertiefungen weisen dann 
z. B. Hinterschneidungen in Form aneinandergrenzender, 
gegenlaufig schrag verlaufender Wandungsabschnitte auf. 
Es kann aber auch aus Fertigungsgrunden zu bevorzugen 
sein, daB die in der Obcrflachc gcbildctcn Offnungen jeder 
Vertiefung senkrecht zur Ebene der Unterseite gesehen uber 
den jeweils zugeordneten Boden liegen. 
[0026] Bei der Herstellung der Mikrotiterplatte kann es 
auch zweckmaBig sein, einen keilformigen Grundkorper zu 
verwenden, in dem senkrecht zur Ebene der Oberflache die 
Vertiefungen eingearbeitet werden. Durch die Keilform des 
GrundkOrpers verlaufen die Vertiefungen dann schrag zur 
Ebene der Unterseite, wobei der Keilwinkel dann der Win- 
kel ist, um den eine Abweichung von der Senkrechten gege- 
ben ist. 

[0027] Direkt senkrecht (bezogen auf die Ebene der Un- 
terseite) uber dem Boden einer Vertiefung stehende Losung 
tragt zu einem Storhintergrund bei einer Fluoreszenzmes- 
sung bei. Um das Voiumen solcher Losungsanteile mog- 
lichst gering zu halten, ist es zu bevorzugen, daB die Vertie- 
fungen jeweils einen unter einem Winkel ungleich 90° zur 
Ebene der Unterseite verlaufenden Wandungsabschnitt auf- 
weisen, der direkt. an den jeweiligen Boden der Vertiefung 
angrenzt Durch eine derartige Ausbildung der Vertiefung, 
die beispielsweise von der Offnung her gesehen einen senk- 
recht zur Ebene verlaufenden Wandungsabschnitt und einen 
daran unmittelbar anschlieBenden schrag verlaufenden 
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Wandungsabschnitt bestehen kann, ist eine maximale Stor- 
signalunterdriickung moglich. 

[0028] Die Erfindung wird nachfolgend beispielhalber an- 
nand der Zeichnungen noch naher erlautert. In den Zeich- 
nungen, deren Offenbarung hierexplizit eingebunden wird 
zeigt: 

[0029] Fig. 1 eine perspektivische Darstellung einer Mi- 
krotiterplatte in einem Lesegerat, 

[0030] Fig. 2 eine Ausschnittdarsiellung einer Mikrotiter- 
platte nach dem Stand der Technik in einem Lesegerat, 
[0031] Fig. 3 eine Schnittdarstellung einer Mikrotiter- 
platte in einem Lesegerat, die schrag zur Ebene der Unter- 
seite veriaufende Wandungen hat, 

[0032] Fig. 4 eine teilweise Schnittdarstellung der Mikro- 
titerplatte der Fig. 3 in einem Lesegerat, bei dem die Be- 
leuchtung und die Detektion schrag zur Ebene der Unter- 
seite erfolgt, 

[0033] Fig. 5 eine Schnittdarstellung einer Mikrotiter- 
platte imt einem stufenformigen Vertiefungsvolumen, 
[0034] Fig. 6 eine detailliertere Darstellung des in den 
Fig. 3 und 4 schematisch dargestellten Ausiesegerates und 
[0035] Fig. 7 bis 22 Schemadarstellungen weiterer mogli- 
cher Vertiefungsformen fur eine Mikrotiterplatte. 
[0036] In Fig. 1 ist eine Mikrotiterplatte 1 dargestellt die 
Vertiefiingen 2 aufweist, die in die Oberseite 3 der Mikroti- 
terplatte eingearbeitet sind. Im Ausfuhrungsbeispiei der Fig 
1 sind 40 Vertiefiingen vorgesehen, es kann jedoch auch eine 
andere Anzahl verwendet werden, beispielsweise 96, 384 
Oder 1536. Die Vertiefiingen 2 haben jeweils kreisformigen 
Querschmtt mit einem Durchmesser von etwa 5 mm. Sie en- 
den in einem Boden, an dem zu untersuchende Zellen ange- 
neftef. werden, beispielsweise mit Hilfe von Polylysin oder 
anderen biochemischen Methoden befestigt. Naheres dazu 

^fQ/oaoo b ^ P i elsWeise in den Patentdokumenten 
US 4.343.782, US 4.835.103 oder WO 90/15317, auf die 
diesbezugiich vollumfanglich verwiesen wird. 
[0037] Um die Fluoreszenzeigenschaften der in den Ver- 
tiefungen 2 der Mikrotiterplatte 1 befindlichen Zellen zu 
messen, wird diese mit ihrer Unterseite 4 auf ein Lesegerat 5 
gelegt, das einen Rahmen 6 aufweist, der die Mikrotiter- 
platte 1 an der Unterseite 4 abstiitzt Dabei laBt der Rahmen 
6 die Unterseite 4 im Bereich der daruberliegenden Vertie- 
fungen2frei. 

[0038] Das Lesegerat 5 weist eine Anregungs- und Detek- 
tionseinheit 7 auf, die die Unterseite 4 mitLicht einer ersten 
Wcllcnlangc bcstrahlt. Die Anregungs- und Detektionsein- 
heit 7 weist dabei vorzugsweise einen Laser auf, dessen 
Strahl geeignet aufgeweitet ist. Das Licht regt die in den 
Vertiefungen liegenden Zellen der Emission von Huores- 
zenzstrahlung bei einer zweiten Wellenlange an, die fur jede 
Vertiefung zeitaufgelost erfafit wird. Als Detektor in der An- 
regungs- und Detektionseinheit 7 fungiert dazu ein CCD- 
Empfanger. Die Anregungs- und Detektionseinheit 7 wird 
spater noch anhand der Fig. 6 naher erlautert. Sie ist mit ei- 
nem Steuergerat 8 verbunden, das den MeBablauf steuert 
und die MeGwerte verarbeitet. 

[0039] Fig. 2 zeigt einen Schnitt durch eine konventio- 
neile Mikrotiterplatte, und soil dazu dienen, das MeGprinzip 
besser verstandlich zu machen. Dabei ist ein Langsschnitt 
durch eine Vertiefung 2 einer Mikrotiterplatte 1 dargestellt 
Die Vertiefung 2 weist eine Wandung 9 auf, die senkrecht 
zur Ebene der Unterseite 4 und darnit parallel zur Richtung 
verlauft, in der die Bestrahlung durch die Anregungs- und 
Detektionseinheit 7 erfolgt. Der Boden 10 der Vertiefung 2 
hegt parallel zur Unterseite 4 der Mikrotiterplatte In der 
Vertiefung 2 befindet sich eine Losung 11, die Fluorophore 
enthalt, die in am Boden 10 befestigte Zellen 13 eindringen 
Dieser Vorgang hangt von zu erfassenden Eigenschaften der 



Ze en 13 ab. Jedoch dringen nicht alle Fluorophore in die 
Zellen 13 em, ein Teil verbleibt als uberschussige Fluoro- 
phore 14 in dem Teil der Losung 11, der iiber die Zellen 13 
uberstehl. 

5 [0040] Die Anregungs- und Detektionseinheit 7 beauf- 
schlagt die Zellen 13 nun von der Unterseite 4 her mit Anre- 
gungslicht 15, das zwischen Unterseite 4 und Boden 10 der 
Vertiefung 2 durch das Material der Mikrotiterplatte hin- 
durchtritt und die Fluorophore in den Zellen 13 zur Emis- 
10 sion von Fluoreszenzstrahlung anregt. Die Zellen 13 beiin- 
den sich nur in einer dunnen Schicht am Boden 10 so daG 
sie das Anregungslicht 15 nicht vollstandig abso'rbieren 
Dies ist auch unter dem Gesichtspunkt, daG eine moglichst 
vollstandige Anregung der in den Zellen 13 befindlichen 
15 Fluorophore erforderlich ist, gar nicht anders erwunscht 
Deshalb werden unvermeidlich auch die iiberschussigen 
Huorophore 14 angeregt, da die Anregungsstrahlung 15 von 
der Anregungs- und Detektionseinheit 7 in der Richtung 16 
eingekoppelt wird und danut auch die gesamte Losune 11 
20 durchstrahlt. & 
[0041] Die Anregungs- und Detektionseinheit 7 nirnmt 
weiter entlang der Richtung 16 aus der Vertiefung 2 austre- 
tende Fluoreszenzstrahlung auf. Um dabei Storungen durch 
benachbarte Vertiefungen 2 (in Fig. 2 nicht dargestellt) zu 
25 vermeiden, ist an der Unterseite 4 eine Maske 17 an*e- 
bracht, die lediglich im Bereich des Bodens 10 offen ist So- 
mit mmmt die Anregungs- und Detektionseinheit 7 nur im 
Bereich eines Bodens 10 einer Vertiefung 2 von der Unter- 
seite 4 Strahlung auf. 
30 [0042] Dabei gelangt zum einen Fluoreszenzstrahlung 
von den Zellen 13 zur Anregungs- und Detektionseinheit 7 
Sie stellt das gewiinschte MeGsignal dan Zum anderen er- 
faGt die Einheit 7 aber auch Fluoreszenzstrahlung von den 
ebenfalls angeregten Fluorophoren 14. 
35 [0043] Die von den iiberschussigen Fluorophoren 14 her- 
ruhrende Fluoreszenstrahlung stellt einen unerwunschten 
Storhmtergrund dar, da sie nicht mit der Aufnahme von 
Fluorophoren in die Zellen 13 verknupft ist. 
[0044] Die in Fig. 3 dargestellte Mikrotiterplatte 1 erlaubt 
40 nun diesen Storhintergrund ohne Veranderungen am Lese- 
gerat 5 zu reduzieren. Dabei entspricht die Mikrotiterplatte 
der Fig. 3 im wesentiichen der in Fig. 2 dargestellten Mikro- 
titerplatte. Ailerdings verlauft die Wandung 9 nunmehr ent- 
lang einer Achse, die schrag zur Richtung 16 liegt, welche 
45 senkrecht auf der Ebene der Unterseite 4 steht. Die Wan- 
dung 9 stent damit iiber den Boden 10 ubcr. Von der Offnung 
der Vertiefung 2 her gesehen (senkrecht zur Ebene der Un- 
terseite) weist die Vertiefung 2 somit eine Hinterschneidung 

50 [0045] Dadurch wird der Innenraum der Vertiefung 2 nur 
noch teilweise von Anregungsstrahlung 15 durchdrungen 
Ein erhebheher Teil der uberstehenden Losung 11 befindet 
sich auBerhalb einer Schattenkante 18, die durch die Projek- 
tion der Xante der Maske 17 entlang der Richtung 16 gege- 
55 ben ist. Die auBerhalb der Schattenkante 18 liegenden Huo- 
rophore 14 werden nicht zur Kuoreszenz angeregt. Sie kon- 
nen auch keine Fluoreszenzstrahlung zur Anregungs- und 
Detektionseinheit 7 abgeben, da auBerhalb der Schatten- 
kante 18 hegende Bereiche gar nicht auf Fluoreszenzstrah- 
60 lung hin abgefiihlt werden konnen. Stattdessen trifft die An- 
regungsstrahlung auf nicht anregbares Plattenmaterial. So- 
mit tragen nur noch wenige restliche Huorophore 19 zu ei- 
nem Storhintergrund bei. Das Signal/Rauschverhaltnis ist 
durch die schrage Wandung 9 der Mikrotiterplatte 1 stark 
65 verbessert. 

[0046] Die Schattenkante 18 wird in der Ausfuhrungsform 
der Fig. 3 durch die auf die Unterseite 4 aufgebrachte Maske 
17 bewirkt. In einer alternativen Ausfuhrungsform ist die 
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Maske 17 Teil des Lesegerats 5. Dies hat den Vorteil. daB die 
Herstellung der Mikrotiterplatte 1 einfacher ist. In einer wei- 
tere alternativen Ausfiihrungsform sind die Wandungen 9 
aller Vertiefungen 2 unlransparent fur Anregungs- und/oder 
Fluoreszenzstralilung. Bei einer elwas vereinfachten Bau- 
weise ist die Wandung 9, beispielsweise durch Autrauhung 
Oder Markierung, opak fur Fluoreszenzstralilung ausgebi - 
det. Dadurch ergibt sich ebenfalls eine merkliche Storsignal- 
unterdrUckung. . .. , 

[0047] Fig. 4 zeigt eine Mikrotiterplatte mi t schragen Ver- 
tiefungen 2. die nun in einer Richtung 16 schrag zur Ebene 
der Unterseite 4 bestrahlt bzw. ausgelesen wird. Hierbei ent- 
halt man eine nochmalige Verringerung der Anzahl derjem- 
gen Fluorophore 19, die storende Hintergrundstrahlung 
emittieren konnen, da durch den gegenlaufigen Schragver- 
lauf von Wandung 9 und Anregungs- und/oder Detektions- 
richtung 16 das Volumen der Verliefung 2. das von der An- 
regungsstrahlung durchstrahlt wird, nochmals vemngert 
wird Die Schattenkante 18 verlauft in der Ausfiihrungsform 
der Fig. 4 wiederum parallel zur Richtung 16, sleht somit 20 
nun nicht mehr senkrecht zur Ebene der Unterseite 4. 
[0048] Fig. 5 zeigt ahnlich der Fig. 3 eine Mikrouterplatte 
in Teilschnittdarstellung. Elemente, die denen der Fig. 3 ent- 
sprechen, sind dabei mil den gleichen Bezugszeichen verse- 
hen Die Mikrotiterplatte 1 der Fig. 5 ist zweiteihg aufge- 
baut und besteht aus einem Oberteil la sowie einem Unter- 
teil lb. Im Unterteil lb ist eine zylindrische Vertielung ge- 
bildet im Oberteil la ein zylindrisches Durchgangsloch, 
wobei die Querschnittsform der zylindrischen Vertiefung im 
Unterteil lb der des zylindrischen Durchgangsloches im 
Oberteil la entspricht. Das Oberteil la ist so auf das Unter- 
teil lb gesetzt, daB die jeweiligen 7.ylinderachsen nicht zu- 
sammenfallen, sondem gegeneinander versetzt sind. Der 
Versatz ist geringer als der kleinste Zylinderradius des zylin- 
drischen Durchgangsloches bzw. der zylindrischen Vertie- 
fung. Die zweiteilige Bauweise der Platte 1 ermbghcht eine 
einfache Herstellung. . 
[0049] Durch den Versatz der Zyhnderachsen weist die 
Verliefung 2 zwei unterschiedliche zylindrische Bereiche 
auf die senkrecht zum Boden 10 gesehen jedoch nicht di- 
rekt iibereinanderliegen. Dadurch kragt die Wandung mi Be- 
reich des Oberteils la der Mikrotiterplatte 1 ttber den Boden 
10 iiber Durch die derart durch uberstehende Wandung ge- 
bildete Hinterschneidung ist das Volumen an uberstehender 
Losung 11. das von der Anregungsstrahlung 15 erfaBt bzw. 
das Fluorcszcnzstrahlung licfcrn kann, stark vcrnundcrt Die 
uberschussigen Fluorophore 19 konnen damit nur in deut- 
lich geringerem MaB als bei einer Mikrotiterplatte gemaB 
Fig. 2 zu storendem Hintergrundsignal beitragen. 
[0050] Fig. 6 zeigt den prinzipiellen Aufbau der Anre- 
gungs- und Detektionseinheit 7 des Lesegerates 5. Dabei ist 
die Mikrotiterplatte 1 nur teilweise dargestellt; es ist ledig- 
lich die Unterseite 4 im Bereich eines Bodens 10 einer Ver- 
tiefung 2 gezeichnet. Die Anregungs- und Detektionseinheit 
7 weist eine Strahlungsquelle 20 auf, beispielsweise einen 
Laser oder eine WeiBlichtquelle, z. B. eine Metallhalid- 
lampe Bei einer WeiBlichtquelle kann durch Anwendung 
geeigneter Filter die Anregungswellenlange eingestellt wer- 

[0051] Eine Optik 21 richtet das Licht von der Strahlungs- 
quelle 20 in einer Bestrahlungsrichtung 22 auf die Unter- 
seite 4 der Mikrotiterplatte. Dort wird es von der Maske 17 
die in diesem Fall jedoch Bestandteil der Anregungs- und 
Detektionseinheit 7 ist, so ausgeblendet, daB lediglich der 
Boden 10 der jeweiligen Vertiefungen 2 bestrahlt wird, aut 65 
dem sich Zellen 13 befinden. Diese emittieren Fluoreszenz- 
strahlungen 23, welche durch strichpunktierte Limen darge- 
stellt sind. 



[0052] Im Strahlengang befindet sich ein Strahlteiler 24, 
der das Fluoreszenzlicht abteilt, das eine andere spektrale 
Zusammensetzung als die Anregungsstrahlung 15 hat. 
[0053] Die derart. abgetrennte Fluoreszenzstralilung Li 
fallt auf einen Detektor 25, bei dem es sich in der dargestcll- 
ten Ausfuhrungsfonn urn eine CCD-Kamera handelt, die 
eine Auflosung der einzelnen Vertiefungen ermoghcht und 
dazu mil dem Steue.rgerat 8 verbunden ist. Alternativ kann 
ieder bei der Wellenlange der Fluoreszenzstrahlung 23 enip- 
'findliche Fotodetektor verwendet werden, beispielsweise 

[0054j T Die Fig. 7 bis 22 zeigen schematisch weitere mdg- 
liche Langsschnilte fUr Vertiefungen 2. Diese sind samthch 
so gestaltet, daB bei senkrecht auf den Boden eintaUender 
Anregungsstrahlung ein Teil der Strahlung auf Mikrotiter- 
plattenmaterial fallt. Dadurch ist das Volumen an uberste- 
hender Losung, die storende Hintergrundstrahlung hefern 
kann gegenuber konventionellen Bauweisen nut uber die 
Hohe der Verliefung durchgehend senkrechter Wandung 
stark vermindert. Dies gilt auch fur die Fonnen gemaB Fig. 
7 8 1° 13 14 und 15 bei denen zwar das Vertiefungsvolu- 
nien vollst'andig von Anregungsstrahlung erfaBt werden 
kann, jedoch das Volumen gegenuber den erwahnten kon- 
ventionellen Bauweisen durch die Hinterschneidung redu- 

mOSSl 1 Die Fonnen gemaB Fig. 9, 10, 11, 16, 17, 18, 19, 
oo ->1 und 22 haben den Vorteil, daB das Vertiefungsvolu- 
men"bei senkrecht auf den Boden von unten emgestrahlter 
Anregungsstrahlung nur zum Teil durchstrahlt wird. Hier 
tritt die anhand Fig. 3 geschilderte Wirkung der Schatten- 

kante auf. _ . , 

[0056] Die in Fig. 7 bis 22 dargestellten Baufonrien sind 
einfach herstellbar, insbesondere, wenn die Mikrotitenplatte, 
wie zu Fig. 5 erlautert, mehrstuckig aufgebaut ist. 
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Patentanspruche 

1 Mikrotiterplatte mil einer Oberseite (3), einer ge- 
geniiberliegenden Unterseite (4) und mehreren in die 
Oberseite eingelassenen Vertiefungen (2), die jeweils 
von ndndestens einer Wandung (9) und einem Boden 
(10) begrenzt werden, dadurch gekennzeichnet, dais 
von der Oberseite (3) in Richtung auf den Boden (10) 
gesehen jede Vertiefung (2) mindestens abschnUts- 
weise eine oder mehrere Hinterschneidungen autweist. 

2 Mikrotiterplatte nach Anspruch 1, gckennzcichnct 
durch Vertiefungen (2), deren Innenraum zumindest 
abschnittsweise zylindrisch ist, insbesondere die Fonn 
eines Kreiszylinders hat, wobei die Zyhnderachse 
schrag zur Ebene der Unterseite (4) liegt. 

3 Mikrotiterplatte nach einem der obigen Anspruche, 
gekennzeichnet durch eine an der Unterseite (4) ange- 
brachle Maske (17), die ini Bereich der Boden (10) der 
Vertiefungen (2) strahlungstransmittierend ist. 

4 Mikrotiterplatte nach einem der obigen Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Wandung (9) sich 
lanes einer Mitteiachse erstreckt, die unter einem Win- 
kel zwischen 10° und 80° zur Ebene der Unterseite (4) 
lie st 

5 Mikrotiterplatte nach einem der obigen Anspruche 
dadurch gekennzeichnet, daB die in der Oberflache (3) 
eebildete Offnung jeder Vertiefung (2) senkrecht zu ei- 
ner Ebene der Unterseite (4) gesehen iiber dem Boden 

(10) liegt. , 

6 Mikrotiterplatte nach einem der obigen Anspruche, 
gekennzeichnet durch einen keilforniigen Grundkor- 

^Mikrotiterplatte nach einem der obigen Anspruche, 
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It l"Z%> durch einen unter einem Winkel un- 
£ W 90 ! ZU C1 u 6r Ebene der Untersoite (4) verlaufe"- 

angrenz" g ni "' ^ M den Boden St 

8 Mikfotiteiplatte nach einen, der. obigen Anspriiche 5 
dadurch gekennzeichnet, daB i„ die Unferseite (4) Ver- 
tiefungen emgearbeitet sind. 

9 Mikrotiterplaue nach Anspruch 8, gekennzeichnet 
SStaJT a " UntefSeite W 

JLS?' attenaCh u ADSprUch 1. gekennzeichnet "* 
durch nnndestens zwe. ubereinanderliegende zylindri- 
sche Verttefungsbereiche, deren Zylindlrachsen zuein- 
ander versetzt sind. 

dLrST 1 ^ nach u Ans P^ 1, gekennzeichnet t5 
durch nnndestens zwei ubereinanderliegende zyiindri- 
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